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饵料 维生素 E 含量 对 酸 应 激 中 华 浆 
幼 警 血清 补体 C3 和 C4 的 影响 
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a. 北京 师范 大 学 生命 科学 学 院 ， 生 物 多 样 性 与 生态 工程 教育 部 重点 实验 室 ， 北 京 100875; 
2. 首都 医科 大 学 实验 动物 科学 部 ， 北 京 100054) 


WE: 为 探讨 维生素 (Vg) XPE (Pelodiscus sinensis). 幼 浆 血清 补体 C3 和 C4 的 影响 及 补体 在 酸 应 激 
下 的 变化 , 在 6 组 ORA, SECUS D. ID. HD. VAVA) 纺 警 的 钮 料 中 依次 添加 0、50、250、500、1 000 和 
5000 mg/kg 的 VE， 趴 食 4 周 ， 每 组 取 半 数 幼 警 经 酸 应 激 处 理 24 h。 取 幼 整 血清 ， 用 透射 比 浊 法 测定 血清 补体 
C3 和 C4 的 含量 。 经 和 未 经 酸 应 激 的 实验 IT 、 焉 和 丈 组 幼 和 警 血 清 补体 C3 的 含量 均 明 显 高 于 对 照 组 ， 实 验 Dn 
IL £8 C4 含量 也 明显 高 于 对 照 组 ;经 酸 应 激 的 幼 整 与 未 经 酸 应 激 的 比较 ， 对 照 组 和 实验 工 组 C3 和 CA 的 含量 显 
著 下 降 ， 其 余 4 组 没有 变化 。 分 析 说 明 ，VE 在 一 定 剂 量 范 围 内 能 促进 血清 补体 C3 和 CA 的 合成 ， 酸 应 激 能 导致 
其 下 降 ; 而 高 剂量 的 Ve 对 酸 应 激 导 致 的 不 利 影响 有 持 抗 作用 ， 


XS: HE, 维生素 E; 酸 应 激 ; 补体 C3; 补体 C4 
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Effects of Dietary Vitamin E on Contents of Serum 
Complement C3 and C4 in Acid Stressed Juvenile 
Soft-shelled Turtles ( Pelodiscus sinensis ) 
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(1. Ministry of Education Key Laboratory for Biodiversity Science and Ecological Engineering, Institute of Life Sciences , 
Beijing Normal University, Beijing 100875, China; 
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Abstract: To investigate the effect of dietary vitamin E (Vg) on serum complement C3 and C4, and the change of 
the complement under acid-stress in juvenile soft-shelled turtles ( Pelodiscus sinensis ) total 72 animals of one control 
group (C) and five experimented groups (T, I, M, IV and V ) were fed with Vg supplementation at the dosages of O, 
50, 250, 500, 1000 and 5 000 mg/kg diets, respectively. After feeding 4 weeks, half turtles per group were treated 
with acid stress for 24 h, and then the levels of their serum complement C3 and C4 were analyzed by transmission colori- 
metric method. The results showed that C3 levels in I, III and IV were significantly higher than that of C, and C4 lev- 
els in I and [I were distinctly higher than that of C; C3 and C4 levels of both C and [ in stressed turtles had significant 
decreases compared with non-stressed ones, while the other four groups had no significant changes. Those suggest that Vg 
seems to have an upper and lower threshold for improving levels of serum complement C3 and C4 in juvenile turtles, and 
acid stress decreases the levels, while the high dosage VE can withstand this decline. 
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维生素 EE (Vg) 是 动物 和 和 人体 所 必需 的 主要 脂 
溶性 维生素 ， 具 有 多 方面 的 生理 功能 。 它 不 仅 能 促 
进 老 年 人 巨星 细胞 的 增殖 反应 和 IL-2 的 产生 
(Meydani et al，1990)， 而 且 能 明显 提高 小 鼠 抗 体 
依赖 性 细胞 的 细胞 毒 作用 (Lim et al, 1981) ME 
哄 细 胞 的 吞噬 作用 (Heinzerling et al，1974)， 增 强 
斑 负 的 抗体 应 答 和 巨 鸣 细 胞 的 吞噬 作用 (Wise et 
引 ，1993)， 降 低 创伤 小 鼠 经 言 肠 结扎 穿刺 感染 后 
的 死亡 率 (Liang et al，1995)。 在 人 工 养 殖 过 程 
中 ， 中 华 浆 经 常 面 临 水 质 污染 和 疾病 营 延 等 问题 ， 
对 其 生长 和 存活 极为 不 利 ; 而 不 利 的 环境 条 件 又 导 
致 它们 免疫 机 能 低下 ， 对 疾病 的 易 感 性 增加 ， 进 而 
死亡 率 升 高 。pH 的 变化 是 水 质 污染 的 一 个 主要 指 
标 ; 而 补体 在 机 体 抵抗 病原 菌 的 感染 和 炎症 反应 方 
面 起 着 重要 作用 ， 并 且 没 有 特异 性 。 我 们 拟 在 饵料 
中 添加 VE， 以 水 质 pH 为 应 激 源 ， 探 讨 不 同 剂量 的 
VE 对 酸 应 激 中 华 警 血清 补体 C3 和 C4 的 影响 ， 从 
而 确定 增强 其 免疫 功能 的 最 佳 剂量 ， 以 期 改善 中 华 
EITA AIR RHED EJ, PJA Vy 的 营养 生理 
研究 提供 基础 数据 。 


1 材料 和 方法 
1.1 实验 动物 和 驯化 

3C FH P IE E (Pelodiscus sinensis) W F 
北京 顺义 其 天 等 甲鱼 养殖 场 ， 买 回 后 饲养 于 实验 室 
玻璃 和 内 。 每 天 下 午 6: 00 投 食 1 次 ,将 饵料 加 少 
量 水 合成 面团 后 投 喂 ， 投 饵 量 以 使 动物 达到 饱 足 并 
有 少量 剩余 为 准 。 投 和 饵 2h 后 取出 剩余 饵料 ， 并 换 
人 预先 加 温 至 (30 + 1)5 的 水 。 在 实验 室 自 然 光 
照 ， 水 温 控制 为 (30 上 + 1) 科 的 条 件 下 ， 驯 养 幼 获 3 
周 ， 使 之 适应 实验 室 环境 条 件 后 再 开始 实验 。 驯 养 
期 间 所 用 饵料 为 北京 佳 伟 生物 技术 有 限 公司 生 产 的 
全 价 稚 警 饲料 ， 其 营养 成 分 和 能 值 见 Zhou et al 
(1998) 。 
1.2 实验 设计 

yt 72 RRK HEESE, kE ETE 73.6 
~ 180 g。 由 于 幼 敬 在 外 观 上 难以 区 分 雌雄 ， 因 此 本 
研究 不 分 性 别 。 将 72 只 幼 警 平均 分 成 6 组 〈 其 平 
均 体 重 依 次 为 121.7、101.6、122.8、109.4、 
113.8 和 118.3 g)。 每 组 12 只 分 设 2 个 平行 , 每 6 
只 置 于 60 cm x 30 em x 40 em If XE Xi ru SECUS E 
间 的 条 件 控制 与 驯化 时 相同 。6 组 动物 的 饵料 除了 


VE 的 添加 量 不 同 外 ， 其 他 营养 成 分 与 驯化 时 相同 。 
VE 的 添加 量 依 次 为 0 (对 照 组 )、50 (实验 I 工 组 )、 
250 (实验 开 组 ) 、500 (实验 重组 )、1 000 (实验 
£d) 和 5000 (实验 V 组 ) mg/kg。 实 验 结束 后 ， 测 
得 6 组 饵料 中 VE 的 含量 依次 为 0.5、48、242、 
489、968 和 4 942 mg/kg。 所 用 Vr 由 上 海 罗 代 三 维 
维生素 有 限 公 司 生 产 ( 含 50%VE)。 实 验 期 间 饵 料 
存放 在 — 20 乞 的 冰箱 中 ， 每 天 喂食 前 4h 从 冰箱 中 
取出 放 在 室温 下 平衡 温度 。 实 验 进行 4 周 后 ， 每 缸 
取 一 半 幼 警 断 头 处 死 ， 收 集 血液 ， 在 4 乞 条 件 下 高 
心 制备 血清 。 之 后 ， 将 玻璃 缸 中 的 水 用 盐酸 从 pH 
~7.9 调 至 pH=S，24p 后 将 另 一 半 中 华 警 处 死 做 
同样 处 理 。 
1.3 补体 C3 和 C4 含量 的 测定 和 分 析 

采用 伊利 康生 物 技术 有 限 公司 生产 的 试剂 盒 ， 
分 别 按 要 求 加 入 各 试剂 及 血清 后 ,在 37 CK 10 
min， 用 透射 比 浊 法 在 722 型 紫外 分 光 光 度 计 340 
nm 波长 处 读 取 测 定 管 和 标准 管 的 光 密 度 值 (A), 
以 计算 补体 C3 和 C4 的 含量 。 


2 结 果 


2.1 血清 补体 C3 含量 的 变化 

VE RAR EUR CEDE I TERR MS C3 的 含 
量 有 明显 影响 (One-way ANOVA: F528 = 6.738, 
P<0.01)。 在 对 照 组 和 实验 I 组 之 间 ， 血 清 补 体 
C3 的 含量 没有 差别 ;实验 卫 组 和 于 组 ，C3 的 含量 
明显 高 于 对 照 组 ， 并 在 实验 于 组 时 最 高 ， 实 验 人 组 
C3 出 现下 降 趋 势 ， 但 仍 保持 在 较 高 水 平 ， 明显 高 
于 对 照 组 ;而 实验 V 组 C3 明显 下 降 ， 与 对 照 组 也 
没有 差别 (图 1A)。 

VE 对 经 酸 应 激 中 华 整 幼 整 血清 补体 C3 的 含量 
有 明显 影响 (One-way ANOVA; F52 = 9.634, P 
<0.01)。 实 验 开 、 亚 和 到 组 ， 血 清 补体 C3 的 含量 
明显 高 于 对 照 组 ， 实 验 工 组 和 亚 组 明显 高 于 实验 V 
组 。 与 未 经 酸 应 激 的 比较 ， 对 照 组 和 实验 工 组 血清 
补体 C3 的 含量 均 明 显 下 降 ， 其 余 4 组 没有 变化 ; 
随 着 VE 添加 量 的 增加 ， 血 清 补体 C3 在 应 激 前 后 之 
差 有 逐渐 减少 的 趋势 (图 1A)。 
2.2 血清 补体 C4 含量 的 变化 

VE 对 未 经 酸 应 诉 中 华 警 幼 获 血清 补体 C4 含量 
有 显著 影响 (Fs,w =7.563，P <0.01)。 实 验 I 组 
和 开 组 血清 补体 C4 明 显 高 于 对 照 组 , 尤 以 实验 工 
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维生素 E Vitamin E (mg/kg) 
O 术 经 酸 详 激 Untreated with acid-stress 
B 经 酸 应 激 Treated with acid-stress 


图 1 EER E 和 酸 应 激 对 中 华 整 幼 上 刺 血 清 补体 含量 的 影响 
Fig,1 Effects of vitamin E and acid stress on content of serum complements 
in juvenile soft-shelled turtles 
C: 对 照 组 ， 幼 区 的 饵料 中 添加 0 mg/kg KI Vg; I-V: SCR T. HT. WI. NAVA, eS 
饵料 中 依次 添加 50. 250. 500. 1000 和 5 000 mg/kg 的 Veo 
Duncan 多 重 比较 : 上 标 字母 不 同 表 示 各 组 问 差异 显著 (P «0.05); 上 检验: P 值 表示 同一 剂量 


组 未 经 酸 应 激 和 经 酸 应 激 之 间 的 比较 。 
C: Control group fed with Vg supplementation at the dosage of O mg/kg diet; | - V : Experimented 
I. H, M, IV and V group fed with Vg supplementation at the dosages of 50, 250, 500, 1 000 and 


5 000 mg/kg diets, respectively. 
Duncan's multiple range test; The values with different superscript letter are significant different among 


different dose groups (P < 0.05); i-test: P values are the comparative results per dose groups both 


non-acid stress and acid stress. 


组 为 高 ;从 实验 开 组 开始 ,血清 补体 C4 出 现下 降 趋 3 id $ 
35. , 3c 0 IV AA V 组 在 前 一 组 的 基础 上 进一步 下 降 ， 


但 3 个 组 的 CA 含量 均 与 对 照 组 无 差别 (图 18)。 3.1 Vg 对 中 华 整 幼 整 血清 补体 C3 和 C4 含量 的 
VE XE ZEBR IE BK PEE UTE V TERNI CA 含量 有 影响 
显著 影响 (F; 27=8.769, P<0.01). XI., I 关于 VE 对 补体 含量 或 活性 影响 的 研究 极 少 ， 


和 组 ， 血 清 补体 C4 的 含量 明显 高 于 对 照 组 , 实 而且 结果 有 分 歧 。 老 年 妇女 每 天 服用 200 mg Vg 对 
验 开 组 明显 高 于 实验 V 组 。 与 未 经 酸 应 激 中 华 整 比 。 补体 C3 的 含量 没有 影响 (参见 Meydani & Behar- 
较 ， 对 照 组 和 实验 [组 血清 补体 C4 的 含量 明显 下 ka，1996)， 而 急性 心肌 梗死 患者 每 天 服用 硒 200 
降 ， 而 其 余 4 组 没有 差别 (图 1B)。 pg 和 VE 300mg 对 其 却 有 明显 提高 (Wang et al, 
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2002)。 和 饵料 中 添加 300 mg/kg 的 VE 能 明显 提高 鱼 
Dicentrarchus labrax 的 补体 活性 (Obach et al, 
1993); 而 600 mg/kg 的 Vg 对 金 头 鲁 (Sparus aura- 
ta L.) 血清 补体 的 活性 及 头 肾 吞噬 细胞 的 吞噬 活 
性 没有 影响 (Ortuno et al, 2000), 4H 1 200 mg/kg 
的 Vg 却 能 明显 促进 之 (Ortuno et al, 2001). TE 
实验 开 、 焉 和 丈 组 ， 中 华 警 幼 警 血清 补体 C3 BIS 
量 有 明显 提高 ;在 实验 TI 和 组 ， 血 清 补体 C4 的 
含量 有 明显 提高 。 上 述 结 果 表 明 ， 促 进补 体 合 成 或 
提高 补体 活性 所 需 的 Ve 可 能 有 种 属 特 异性 ; 而且 
促进 不 同 补 体 合 成 所 需 的 Vg 量 也 不 同 。 在 本 实验 
范围 内 ， 促 进补 体 C3 和 CA 合成 的 最 佳 Ve 添加 量 
分 别 为 500 和 250mg/kg， 即 促进 补体 C4 合成 所 需 
的 VE 量 低 于 促进 补体 C3 合成 所 需 的 量 。YVF 对 补 
体 合成 的 促进 作用 可 能 与 体内 VE 含量 的 增高 及 血 
清 皮质 醇 的 变化 有 关 。 许 多 研究 已 证 明 ， 机 体内 
VE 的 含量 与 免疫 反应 密切 相关 : 血清 中 VE 含量 大 
T 48.4 umol/L (2.1 mg/dL) 时 ， 能 明显 促进 皮肤 
迟 发 型 超 敏 反应 和 抗体 反应 (Meydani et al, 
1997); 健康 老年 人 体内 IL-2 的 产生 与 血浆 中 VE 
的 含量 呈正 相关 (Meydani et al，1990)。 我 们 的 工 
ERIH, FE Vy 的 含量 随 人 饵料 中 Ve 的 增加 而 上 
Ft (Zhou et al，2003) 。 很 可 能 当 组 织 中 Ve 超过 
一 定 含量 时 ， 会 非特 异性 地 促进 合成 补体 细胞 (如 
肝 细 胞 和 巨星 细胞 等 ) 的 活性 ， 从 而 促进 补体 的 产 
^E; 但 Vg 含量 过 高 又 可 能 对 合成 补体 细胞 的 活性 
有 抑制 作用 ， 因 而 不 利于 补体 的 合成 。 此 外 ， 血 清 
皮质 醇 的 降低 也 可 能 不 利于 补体 的 合成 ， 而 高 剂量 
的 Ve 能 降低 血清 皮质 醇 的 含量 (Zhou et al, 
2003). Vy 的 添加 也 能 降低 小 鼠 血 清 皮 质 酮 的 含 
量 ， 提 高 其 脾 胜 和 肠 中 抗体 依赖 性 细胞 介 导 的 细胞 
HERI, JF H. VE 与 血清 皮质 酮 之 间 呈 明显 负 相 关 
(Lim et al，1981) 。 
3.2 VE 对 酸 应 激 中 华 整 幼 敬 血清 补体 C3 和 C4 
含量 的 影响 

经 酸 应 激 中 华 整 血清 补体 C3 和 C4 的 含量 ， 
在 对 照 组 和 实验 I 组 都 比 未 经 酸 应 激 中 华 监 有 明显 
FE, MEXXI., D. VA V 组 没有 明显 变化 。 
这 表明 ， 酸 应 激 对 补体 C3 和 C4 的 合成 具有 抑制 
作用 ， 而 高 剂量 的 VE 对 此 有 持 抗 作用 。 动 物 处 于 
应 激 状 态 时 ， 动 员 大 量 的 能 量 来 对 付 应 激 源 的 刺 
激 ， 这 一 方面 导致 某 些 营养 物质 的 耗竭 ， 男 一 方面 


又 使 某 些 营 养 物 质 合 成 受阻 (Lin，1997)。 小 鼠 创 
伤 后 1 ~ 10 d， 血 清 VE 含量 明显 降低 (Liang et al, 
1995)。 烧 伤 病人 血清 Ve 的 变化 情况 与 之 相似 
(Gao et al, 1995), PEZ 24 h 的 酸 应 激 后 肝脏 
VE 有 下 降 的 趋势 ， 但 没有 达到 显著 程度 (这 很 可 
能 是 由 于 应 激 时 间 短 或 应 激 程度 不 够 强 所 致 ) 3f 
HME Ve 剂量 的 增加 ， 肝 脏 Ve 降低 的 程度 逐渐 
增 大 (Zhou et al, unpublished data), i HH 高 剂量 
的 VE 添加 组 在 应 激 过 程 中 消耗 了 更 多 的 Ve, MX 
些 被 消耗 的 Vg 可 能 足以 应 付 应 激 源 的 刺激 ， 从 而 
缓解 了 应 激 对 免疫 功能 的 抑制 ， 减 少 了 应 激 对 机 体 
造成 的 不 利 影响 。 

在 应 激 状 态 下 体内 自由 基 的 增多 和 抗 氧 化 剂 的 
减少 ， 能 导致 氧化 应 激 ， 对 细胞 膜 造成 氧化 损伤 ， 
影响 细胞 功能 的 正常 发 挥 (Nunes et al，1997)。 氧 
化 剂 和 抗 氧化 剂 的 平衡 在 免疫 细胞 的 功能 ， 特 别 是 
在 维持 膜 脂 质 、 细 胞 内 蛋白 质 和 核酸 结构 的 完整 和 
功能 ， 以 及 在 免疫 反应 中 信号 转 导 和 基因 表达 方面 
起 着 决定 性 作用 (Meydani et al，1995)。VE 的 抗 
氧化 作用 可 能 维持 了 在 酸 应 激 条 件 下 分 泌 补 体 细胞 
的 正常 功能 的 发 挥 ; 此 外 ， 可 能 还 与 血清 皮质 醇 的 
变化 有 关 。 应 激 能 导致 金 头 钢 (Sparus aurata) if 
浆 中 皮质 醇 的 升 高 ， 尤 其 在 Vg 缺乏 时 皮质 醇 升 高 
更 快 (Montero et al，2001)。 我 们 的 工作 表明 ， 经 
酸 应 激 中 华 警 血清 皮质 醇 在 对 照 组 明显 升 高 ， 而 
Vy 添加 组 在 未 经 酸 应 激 和 经 酸 应 激 中 华 鉴 之 间 没 
有 明显 变化 (Zhou et al, unpublished data)。 说 明 
VE 对 酸 应 激 引 起 的 皮质 醇 升 高 有 抑制 作用 ， 但 二 
者 之 间 的 变化 并 不 完全 一 致 ， 其 原因 有 待 探 讨 。 

ERIR, Ve BEIE H tE H fiy thik C3 和 
C4 的 合成 ， 而 酸 应 激 导 致 其 降低 ; 高 剂量 的 Ve 对 
酸 应 激 引起 的 不 利 影响 有 持 抗 作用 。 这 表明 Ve 能 
增强 中 华 警 对 酸 应 激 的 抵抗 能 力 ， 降 低 其 对 应 激 的 
敏感 性 ;同时 也 说 明 中 华 警 在 应 激 条 件 下 对 Ve 的 
需求 量 加 大 。 机 体 损伤 后 ， 首 先 动 用 体内 的 营养 物 
质 ， 以 增强 对 外 源 性 和 内 源 性 致 伤 因子 的 抵抗 和 防 
御 能 力 ， 和 暂时 适应 应 激 状态 的 需要 ， 但 体内 营养 物 
质 的 储备 是 有 限 的 (Pomposelli et al, 1988); 因 
此 ， 在 应 激 条 件 下 必须 根据 动物 体 的 代谢 特点 ， 合 
理 地 补给 各 种 外 源 性 的 营养 物质 ， 以 满足 机 体 在 应 
激情 况 下 的 需要 。 
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